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Epothi londerivate und deren Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein 
Epothilonderivate und deren Verwendung zur Herstellung von 

Arzneimi tteln. Insbesondere betrifft die vprliegende 

* 

Erfindung die Herstellung der Epothilonderivate der 
nachfolgend dargestel 1 ten allgemelnen Formeln 1 bis 7 sowie 
deren Verwendung zur Herstellung von therapeut i schen Mi tteln 
und M1 tteln fQr den Pf lanzenschutz. 




! 
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■ 

In den vorstehenden Forme! n 1 bis 7 bedeuten: 
R = H, Ci- bis C4-Alkyl ; 

R«. R 2 . R 3 . R 4 . R' = H. Ci- bis C«-Alkyl, 

Ci- bis C «-Acyl -Benzoyl , 
Ci- bis CWrialkylsilyl , 
Benzyl , 

Phenyl , 

Ci- bis C«-Alkoxy-, 
Cs-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen- 
substi tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
wobei auch zwei der Reste R \ bis R» zu der Gruppierung 
-(CH 2 ) n - mit n = 1 bis 6 zusammentreten konnen und es sich 
bei den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige oder verzweigte Reste Kandelt. 

In der Formel 1 sind X und Y entweder gleich oder verschieden 
und stehen jeweils fQr Halogen, OH, 0-(Ci- bis Ce)-Acyl, 
0-(Ci- bis Ce)-Alkyl, O-Benzoyl . 

In der Formel 3 steht X allgemein fQr -C(O)-. -C(S)-, -S(O)-, 
-CFMR2-, wobei R 1 und R* die Bedeutung haben wie oben 
angegeben, und -S1R*, wobei R die Bedeutung hat wie oben 
angegeben. 

In der Formel 4 bedeutet X Sauerstoff, NOR*, N-NR 4 R 5 , und N- 
NHCONR*R» ( wobei die Reste R J bis R» die oben angegebene 
Bedeutung haben. 

In der Formel 5 bedeutet X Wasserstoff, Ci- bis Cit-Alkyl, 
Ci- bis Cii-Acyl, Benzyl, Benzoyl und Cinnamoyl. 

* 

■ 

Verbindungen gem&3 der allgemeinen Formel 1 sind ausgehend 
von Epothilon A und 3 sowie von deren 3-0- und/oder 7-0- 
geschGtzten Derivaten durch Offnung des 12. 13- Epoxide 
zuganglich, Werden dazu Hydrogenwasserstof f s&uren in einem 

i 

bevorzugt nicht wassrigen Lfisungsmi ttel eingesetzt, wobei man 
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die Halogenhydrine X = Hal, Y = OH und Y = OH, Y = Hal 
erhait. Protonens^uren wie z.B. Tol uol sul f onsaure und 
Tr i f 1 uoressi gs^ure fuhren in Gegenwart von Wasser zu 12,13- 
Diolen, die anschl i eQend nach S tandardverf ahren acyliert 
(z.B. mi t Carbonsaureanhydriden und Pyridin oder 
Triethylamin/DMAP) oder alkyliert ( Al kyl halogenide und 
Silberoxid) warden. Die 3- und 7-Hydroxygruppen kGnnen dazu 
vorubergehend als Formiat (Abspaltung mit NH 3/MeOH) oder p- 
Methoxybenzyl ether (Abspaltung mit DDQ) geschutzt werden. 

Verbindungen gemaG der allgemeinen Formel 2 sind aus 
Epothilon A und B sowie deren 3-0- und/oder 7-O-geschutzten 
Derivaten durch Reduktion, z.B. mit NaBH 4 in Methanol 
erhaitlich. Sind dabei 3-OH und/oder 7 -OH reversibel 
geschQtzt, so kdnnen nach Acylierung oder Alkylierung und 

* 

Entfernen der Schutzgruppen 5-O-monosubsti tuierte, 3,5- oder 
5 , 7-O-disubsti tuierte Derivate der allgemeinen Formel 2 

■ ■* 

erhal ten werden. 

Umsetzungen von Epothilon A und B mi t bifunktionel len 
elektrophi len Reagenzien, wie (Thio) Phosgen. 
(Thio)Carbonyldlmidazol , Thionylchlorid oder 
Dialkylsi lyldichloriden bzw. -bi str i f laten ergeben 
Verbindungen der allgemeinen Formel 3. Als Hilfsbasen dienen 
dabei Pyridin, Trlalkylamine, ggf. zusammen mit DMAP bzw. 
2,6-Lutid1n in einem nichtproti schen Lflsungsmi ttel ; Die 3,7- 
Acetale der allgemeinen Formel 3 entstehen durch 
Umacetal1s1erung z.B. von Dimethylacetalen in Gegenwart eines 
sauren Katalysators. 

Verbindungen gem* 3 der allgemeinen Formel 4 werden aus 
Epothilon A und B Oder ihren 3-0- und/oder 7-0-geschGtzten 
Derivaten durch Ozonolyse und reduktive Aufarbei tung, z.B. 
mit Dlmethylsulf 1d, erhalten. Die C-16-Ketone kOnnen 
anschlieflend nach dem Fachmarin geUuflgen Standardverfahren 
in 0x1 me , Hydrazona oder Semi car bazone umgewandelt werden. 
S1e werden welterhln durch vmtig-. W1 ttlg-Horner-, Jul 1a- 
oder Petersen-Olefinierung in C-i 6/C-1 7-Olef 1ne QbarfOhrt. 



1 
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Durch Reduktion der C-1 6-Ketogruppe, z.B. mi t einem 
Aluminium- Oder Borhydrid, sind die 1 6-Hydroxyder i vate gemaG 
der allgemeinen Formel 5 erh&ltlich. Diese konnen, wenn 3-OH 
und 7-OH mi t ent sprechenden Schutzgruppen versehen sind, 
selektiv acyliert Oder al kyl i ert werden . Die Freisetzung der 
3-OH- und 7-OH-Gruppen erfolgt z.B. bei Q-Formyl durch 
NH 3/MeOH , bei O-p-Methoxybenzy 1 durch DDQ. 

Oie Verbindungen der allgemeinen Formel 6 werden aus 
Derivaten von Epothilon A und B erhalten, bei denen die 7-OH- 
Gruppe durch Acyl- Oder Ethergruppen geschQtzt ist, in.dem 
die 3-OH-Gruppe z.B. formyliert, mesyliert oder tosyliert und 
anschlieGend durch Behandlung mi t einer Base z.B. OBU 
eliminiert wird. Oie 7-OH-Gruppe kann wie oben beschrieben 
freigesetzt werden. 

« 

Verbindungen der allgemeinen Formel 7 werden aus Epothilon A 
und B oder deren 3-OH- und 7-OH-geschutzten Derivaten durch 
basische Hydrolyse erhalten, z.B. mi t NaOH in MeOH. Die 
Car boxy! gruppe kann mi t Diazoalkanen nach Schutz der 19-OH- 
Gruppe durch Alkyliefung in Ester umgewandel t werden. 

Die Erfindung betrifft ferner Mittel fur den Pf lanzenschutz 
in Landwi rtschaf t, Forstwl rtschaf t und/oder Gartenbau, 
bestehend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten 
Epothi Idnderi vate bzw. bestehend aus einem oder mehreren der 

* 

vorstehend aufgefQhrten Epothi londerl vate neben einem oder 
mehreren Qblichen Trager(n) und/oder VerdQnnungsml ttel (n) . 

Schlieaiich betrifft die Erfindung therapeuti sche Mittel. 
bestehend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefQhrten 
Verbindungen oder einer oder mehreren der vorstehend 
aufgefuhrten Verbindungen neben einem oder mehreren Qblichen 
Trager(n) und/oder VerdQnnungsml ttel (n) .. Diese M1 ttel konnen 
insbesondere cytotoxlsche Aktlvitaten entwlckeln und/oder 
Immunsuppression bewlrken. so daQ sie besonders bevorzugt als 
Cytostatika verwendbar sind. 
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Die Erfindung wi rd im folgenden durch die Beschreibung von 
einigen ausgew&hlten Ausf uhrungsbei spi el en naher erlautert 
und beschrieben. 



Beispiele 



Varbindting la: 



20 mg (0.041 mmol) Epothilon A werden in 1 ml Aceton gelosc, mic 
50 \xl (0.649 mmol) Trif luoressigsdure versetzc und uber Nachc 
bei 50 °C gertthrc ..Zur Aufarbeicung wird das Reakcionsgemisch mic 
1 M PhosphaCpuf fer pH 7 versetzc und die wafirige Phase viermal 
mic EChylaceCac excrahierc. Die vereinigcen organischen Phasen 
werden mic gesdttigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, uber 
Natriura-sulfac getrocknet und vora Losungsmittel befreit. Die 
Reinigung des Rohproduktes erfolgt rait Hilfe der praparativen 
Schicht-chromacographie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 85 : 
15) . Ausbeute: 4 mg (19 % ) Isomer I 

4 mg (19 % ) Isomer II 



Isomer Z 



R f (Dichlormethan/Aceton. 85 : 15) ; 



0.46 



TR (Film); 



9 = 



^ 120/70. eV»i m/ 



3440 (m. b. Sen), 2946 (s, Sch) . 1734 
(vs), 1686 (m), 1456 (in), 1375 (w) . 1256 
(s. Sch). 1190 (w, b, Sch), 1071 (m. 



Sch) . 
(%) .= 



Hochauflosuna: C^H^OtNS 



884 (w) . 735 (w) cm* 1 . 

. 

493 (43 (M-H,On. 394 (47) , 306 
(32), 206 (30), 181 (40), 166 
(72), 139 (100), 113 (19), 71 
(19), 57 (24), 43 (24) . 

ber.: 493.2498 fur [M-H,0]* 
,: 493.2478 
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Isomer II 

i 

R, (Dichlonnethan/Aceton. 85 : 15) . q.22 

13 (Film): 0 = 3484 (s, b, Sch) , 2942 (vs, Sch) f L727 

(vs), 1570 (w), 1456 (m) , 1380 (mj , 12S5 
(s), 1190 (w), 1069 (m), 975 (w) , cm" 1 ". 

MS (20/70 eV): m/e (%) = 493 (21 [M-H 2 0D , 394 (12), 306 

(46) , 206 (37) , 181 (63) , 166 (99) , 
139 (100), 113 (21), 71 (23), 57 
(33) , 43 (28) . 

Kochauf losung; C 26 H„0 5 NS ber. : 493.2493 fttr [M-H 2 0]* 

gef . : 493,2475 



Verbiadung lb: 

. 55 mg (0.111 mmol) Epothilon A werden in 0.5 ml 
Tetrahydrofuran gelost, mit 0.5 ml 1 N Salzsaure versetzt und 
3 0 Minuten bei Raumtemperatur gerilhrt. AnschlieSend wird mit 1 
N Phos-phatpuf fer pH 7 versetzt und die wafirige Phase viermal 
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet und vom LSsungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der prapa- 
rativen Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlorme- 
than/Methanol, 90 : 10) . Ausbeute: 19 mg (32 %) 

R f (Dlchlcrmethan/Methanol. 90 : 10): 0.46 

IR (Film) : 9 = 3441 (s, br, Sch), 2948 (s, Sch), 1725 

(vs, Sch), 1462 (m)., 1381 (w) , 1265.0a). 

1154 (w), 972 (m, br, Sch) cm" 1 . 

UV (Methanol) ! ^ (lg 6) « 210 (4.29), 248 (4.11) run. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 529 (13 (M*1 ) , 494 (10), 342 (38), 

306 (23), 194 (32), 164 (100), 140 
(31) , 113 (15), 57 (16) . 

. HochauflSsuna: C„H 40 0,C1NS ber. : 529.2265 far (M*l , 
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gef.: 529.2280 



Verbindung lc: 



25 mg (0.047 mmol) 12-Chlor-13-hydroxy-epothilon A (lb) werden 
m 1 ml Dichlormethan geldst, mic 29 mg (0.235 mmol). Dimethyl- 
aminopyridin. 151 w l (i.oai mmol) Triethylamin und 20 w l 
(0.517 mmol) 98 %-iger Ameisensaure versetzt. Das Reaktions- 
gemisch wird mit Eis/Natriumchlorid abgekuhlt. Nach Erreichen 
von - 15 8 C werden dem Reaktionsgemisch 40 ul (0.423 mmol) 
Essigsaureanhydrid zugegeben und 70 Minuten bei - 15 9 c 
geruhrt. Nach dem ein Dunnschichtchromatogramm keinen voll- 
standigen Umsatz anzeigt, werden dem Reaktionsgemisch weitere 
S mg (0.047 mmol) Di-methylaminopyridin, 7 ul (0.047 mmol) 
Triethylamin, 2 ul 98 %-ige Ameisensaure (0.047 mmol) und 4 u l 
(O.047 mmol) Essigsaureanhydrid zugesetzt und 60 Minuten 
geruhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur 
erwarmt, mit 1 M Phosphatpuf fer pH 7 versetzt und die waSrige 
Phase viennal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
LSsung gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und vom 
Losungsmittel befreit. 

Die Reinigrung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der prapa- 
rativen Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlorme- 
than/ Ace ton, 90 : 10). 

Ausbeuta la: 5 mg (18 %) 



VTblndung let 



10) : 0.67 



IB (Film) i * * 3497 (w, b, Sch), 2940 (s, b, Sch) , 1725 

(vs), 1468 (m, b, Sch), 1379 (m) , 1265 
(s), 1253 (s), 1175 (vs), 972 (m, b, 
Sch), 737 (s) cm rl . 

MS (20/70 eVI ; ra / e (%) = 613 (9 [M*] ) , 567 (43), 472 (63), 

382 (23), 352 (21), 164 (100), 
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151 (33), 96 (31) , 69 (17), 44 
(26). 

Hochauflosunq- - C : ,H 40 0 9 NSC1 ber. : 613.2112 fur [W] 

gef . : 613 .2131 



Verbindung Id: 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon B werden in 0.5 ml Tetrahydro- 
furan gelost, nit 0.5 ml 1 N Salzsaure versetzt und 30 Minuten 
bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieSend wird mit 1 M Phos- ■ 
phatpuffer pH 7 versetzt und die wafirige Phase viermal rn.it 
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesdttigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Die 
Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der praparativen 
Schicht-chxomatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 85 
: 15) . 

Ausbeute: 1 mg (9 %) 

B. (Dichlormethan/Acefcon. « 5 : 15); 0.38 

Mg (20/70 eV); m/e (%) = 543 (3 [M*] ) , 507 (14). 320 (19), 

234 (9), 194 (17), 182 (23), 164 
(100), 140 (22), 113 (14), 71 
(13). 

HoghaMflflswiq; C„H 43 O t NSCl ber.: 543.2421 fur [M*] 

gef.: 543.2405 



Verbindung 2a t 

» 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon A werden in 4 ml Tetrahydro- 
furan/1 M Phosphatpuf fer pH 7 (1 : 1) gelfist und solange mit 
Natrium-borhydrid (ISO mg » 3.965 mmol) versetzt bis das EduJct 
laut Dttnn-schichtchromatogramm vollsttadig abreagiert ist. 
AnschlieSend wird mit 1 M Phosphatpuf fer pH 7 verdOnnt und die 



waSrige Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die 
vereinigteh organischen Phasen werden mit gesattigter 
Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber Natriumsulfat gecrocknec 
und vom LSsungsmittel befreit. 

Die Reinigung des Rohproduktes erfo.lgt durch Kieselchromato- 
graphie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 95 : 5 - grad - 
nach Dichlormethan/Aceton", 85 : 15) . 

Ausbeute; (20 %) 

St fDichlorffiethan /Acaton. 75 : 25) : 0.27 

13 (Film) ; 9 = 3413. (s, b, Sch) , 2965 (vs, Sch) , 1734 

(vs), 1453 (m, b, Sch), 1333 (m, Sch), 
1264 (s, b, Sch)', 1184 (m, b, Sch), 1059 
(s, Sch), 966 (s), 885 (w) , 737 (m) cm" 



MS (20/70 eV) : m/e (%) = 495 (6 [M*] ) , 477 (8), 452 (12), 

394 (9) , 364 (16) , 306 (49) , 194 
(19), 178 (35), 164 (100), 140 
(40) , 83 (21) , 55 (27) . 

Hochauflasuno! C u H 4l O t NS ber.: 495.2655 far [IT] 

gef.: 495.2623 



Varbindung 3a-d (a-d alnd Staraoiaomara) : 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon werden in 3 ml Pyridin gel3st, 
mit 50 ul (0.686 ntmol) Thionylchlorid versetzt und 15 Minuten 
bei Raumtemperatur gertthrt. AnschlieSend wird mit 1 M Phos- 
phatpuffer pH 7 versetzt und die wiSrige Phase viermal mit 
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen* 
werden mit geslttigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, Ober 
Natriumsulfat getrocknet und vom LSsungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes und Trennung der vier Stereo- 
isomeren 3a-d erfolgt mit Hilfe der prlparativen Schicht- 
chromatogtaphia (Laufmittel: Toluol /Methanol, 90 : 10). 
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Verbindung 3a: 



Ausbeuf? ; 



4 mg (12 %) 




anol. 90 : 10} • Q 5Q 

0 = 2961 (m, b. Sen), 1742 (vs) . 1701 (vs) , 
1465 (m. Sen), 1389 (m, Sch) , 1238 (s, 
Sch), 1210 (vs, Sch), 1011 (s, Sch), 957 
^(s, b, Sch), 808 (m, Sch), 768 (s, Sch) cm' 



UV (Methanol)- X w (lg e) = 2 10 (4.50), 248 (4.35) 



MS (20/70 »V1 ■ 



Verbindung 3b: 



run. 



m/e (%) = 



539 (40 CM*]), 457 (22), 362 (16), 
316 (27), 222 (30). 178 (30), 164 
(100), 151 (43), 96 (38), 69 (29), 
55 (28), 43 (20). 



Hochaugosunq; C Jt H J7 0 7 NS, ber .: 539 . 2011 fur [M*J 



Ausbeute; 14 mg (13 %) 

R, (Toluol/Methanol , 90 : 101 • 0.44 

IR (FUm) ; 9 = 2963 (s, br, Sch), 1740 (vs), 1703 (s) , 

1510 (w), 1464 (m, br, Sch), 1389 (m, Sch), 

1240 (s, br, Sch), 1142 (m) , 1076 (w) , 1037 

(w), 1003 (m), 945 (s, br, Sch), 806 (m, 

Sch), 775 (s), 737 (m) cm' 1 . 

W (Methanol) i (lg e) = 211 (4.16), 250 (4.08) run. 



MS (20/70 eVl 



m/e (%) = 



539 (27 (M*)), 475 (17), 322 (41), 
306 .(67), 222 (16), 206 (17), 194 
(19) , 178 (32), 164 (100), 151 
(33), 125 (18), 113 (15), 96 
(39), 81 (23), 64 (58), 57 (42), 
41 (19). 

Hochauflosvfflq; c„h„o 7 ns, ber.: 539.2011 far [m*] 

gef.: 539.1998 
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Verbiadung 3c: 

* 

Ausbeute : 4 mg (4 %) 

R. (Toluol/Methanol, 90 : 10): 0.3 3 

MS f20/70 eV) : m/e (%) = 539 (51 [If] ) , 322 (22), 306 (53), 

222 (36), 178 (31), 164 (100), 151 (41), 96 
(25), 81 (20)/ 69 (26), 55 (25), 41 (25). 

Hochauflosuna: . C 2 ,H„0,NS, ber.: 539.2011 fur [M*] 

gef.: 539.2001 



Verbiadung 3d: 

Ausbeute: . 1 mg (1 %) 

R f (Toluol/Methanol. 90 : 10): 0.33 

MS (20/70 eV) : m/e (%) •= 539 (69 [If]') , 322 (35), 306 (51), 

222 (41), 178 (31), 164 (100), 151 
(46) , 96 (31) , 81 (26) , 69 (34) , 
55 (33) ,' 41 (35) . 

Hochauflosuna: C„H, 7 0 7 NS, ber.: 539.2011 filr [M*] 

gef. : 539.1997 



* 

Verbiadung 4a i 

10 mg (0,020 mmol) Epothilon A werden in 2 ml Dichlormethan 
gel6st, auf -70 °C abgekiihlt und anschlieSend 5 Minuten mit 
Ozon bis zur schwachen Blaufirbung behandelt. Das resultieren- 
de Reaktionsgeaisch wird anschlieSend mit 0.5 ml Dimethylsul- 
fid versetzt und auf Raumtexnperatur erwannt. Zur Aufarbeitung 
wird das ReaJctionsgemisch vom Lfisungsmittel befreit und 
s-chlieSlich durch preparative Schichtchromatographie (Lauf- 
mittel: Dichlormethan/ Aceton/Methanol, 85 : 10 : 5) gereinigt. 

* 

Ausbeute: 5 mg (64 %) 

R t fDichlor methan/Aeeeon/Methanol RS • IQ ; 5)?0 • 6 1 

tr (Film) : 9 s 3468 (s, br, Sch) , 2947 (s, br, Sen) , 

1734 (vs, Sch) , 1458 (w) , 1380 (w) , 1261 
(w), 1157 (w), 1080 (w), 982 (w) cm" 1 . 
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UV (Methanol) L ^ (lg e) = 202 (3.53) nm. 

MS (20/70 aVl ■ m / e (%) = 398 (2 [M*] } , 330 (4), 267 (14), 

249 (17) , 211 (20) , 193 (26) , 171 
(34), 139 (34), 111 (40), 96 
(100) , 71 (48) , 43 (50) . 

Kochauf losuna: C n H J4 0 7 ■ ber. : 398.2305 far (M*] 

gef . : 398.2295 



Varbindung Sa: 

10- mg (0.018 mmol) 3 , 7-Di-O-formyl-epothilon A werden in 1 ml 
Dl-chlormethan gelOst, mit 27 ul (0. 180' mmol) 1, 8-Diazabicy- 
clo [5 . 4 . 0]undec-7-en (DBU) versetzt und 60 Minuten.bei Raum- 
temperatur geriihrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgernisch mit 1 M Natrium- 
dihydrogenphosphat-Puf fer pH 4.5 versetzt und die waLSrige 
Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten ' 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
Losung gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und vom 
Losungsmittel befreit. 

Nach Beseitigung des LSsungsmittel wird das resultierende 
Rohprodukt in 1 ml Methanol gelds t, mit 200 ul einer ammoniak- 
alischen MethanollSsung (2 mmol NH 3 /ml Methanol) versetzt und 
uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Zur Aufarbeitung wird 
das LSsungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 4 mg (22 %) 

B t (Dichlorma than/ Ace ton, 85 : 15) : 0.46 

IR (Film) ; P = 3445 (w, br, Sch) , 2950 (vs, br, Sch) , 

1717 (vs, Sch), 1644 (w) , 1466 (m, Sch), 
1370 (m, Sch) , 1267 (s, br, Sch) , 1179 
(s, Sch), 984 (s, Sch), 860 (w) , 733 (m) 
cm" 1 . 

UV (Methanol) t X M (lg 6) = 210 (4.16) nm. 



MS (20/70 ■ m /e (%) = 



HochauflQsuncr: C JS H 37 0 5 NS 



475 (28 CM*]), 380 (21), 322 (37), 
313 (40), 304 (66), 173 (31), 156 
(100), 151 (29), 140 (19), 96 
(38) , 81 (20) , 57 (26) . 

ber. : 475.23 92 fiir [M*] 
gef. : 475.2384 



Varbiadung 6b: 

50 mg (0.091 mmol) 3 , 7-Di-O-formyl-epothilon A (werden in 1 ml 
Dichlorethan gelast, mit 2 ml (0.013 mol) 1., 8-Diazabicyclo 

w ■ 

[5.4.0]undec-7-en (DBU) versefczt und 12 Stunden bei 90 °C 
geriihrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M Natrium- 
dihydrogenphosphat-Puf fer pH 4.5 versetzt und die wafirige 
. Phase viennal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit ges&ttigter Natriumchlorid- 
Ltfsung gewaschen, Ober Natriumsulfat getroclcnet und vom 
Losungsmittel befreit. 

Die Reinigung des aus zwei Verbindungen bestehenden 
Rohproduktes erfolgt mittels prMparativer 

Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlorme than/ Ace ton, 90 : 

10) . 

Ausbeute: 7 mg (15 %) 

Substanzcode 

B f (Diehlormathan/Aeaton. 90 ; 10) ; 0 . 62 

IR <Pilm\ >. 7 s 2951 (m, br, Sch), 1723 (vs) . 1644 (w, 

br, Sch) , 1468 (w) , 1377 (w) . 1271 (m, 
br, Sch), 1179 (3), 987 (m, br, Sch), 
735 (w, br, Sch) cm' 1 . 

UV (Methanol) : (lg €) = 210 (4.44) na. 

MS (20/70 eV) ; m/e (%) = 503 (68 [M*] ) , 408 (58), 390 (32). 

334 (25), 316 (34), 220 (21), 206 
(27), 194 (20), 131 (33), 164 
(100) , 151 (34), 139 (28), 113 
(20), 96 (32), 81 (33), 67 (24), 
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Hochauf losuna: C J7 H J7 O s NS 



5= (26), 43 (22). 

ber. : 503 .2342 far [M*] 
gef . : 503.2303 



6c: 



5 mg (0.009 mmol) 3 , 7-Di-O-acetyl-epothilon werden in 1 ml Me- 
thanol geldst, mit 150 ul einer ammoniakalischen 
Methanollosung (2 mmol NH,/ml Methanol) versetzt und aber Nacht 
bei 50 °C ge-riihrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. 
Die. Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Toluol /Methanol, 90 : 10). 



Ausbeute: 



3 mg (67 %) 



is 



(Dichlormethan/Aceton. 90 r mi- 0.55 



(Film) : 



UV (Methanol) : 



MS 1 20/70 eV) ; m/e (%) = 



9 = 2934 (s, b, Sch), 1719 (vs, b, Sch) , 

1641 (m), 1460 (m, Sch), 1372 (s, Sch), 

1237 (vs, b, Sch), 1179 (s, Sch), 1020 

. (s), 963 (s, Sch), 737 (vs) cm" 1 . 

(lg e) = 210 (4.33) nm. 

517 (57 [H7); 422 (58), 318 

(31) , 194 (20) , 181 (34) , 166 
(100), 151 (31), 96 (96). 81 

(32) , 69 (27), 55 (29), 43 (69). 



Hochauf lfisung i C„H„O s NS ber 



517.2498 fur (M*l 
517.2492 



Verbindung 7a t 

20 mg (0.041 mmol) Epothilon werden in 0,5 ml Methanol geltfst, 
mic 0.5 ml 1 N Natronlauge versetzt und 5 Minuten bei Raum- 



temperatur geruhrt. 

* 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M 
Phosphatpuffer pH 7 versetzt und die wafirige- Phase viermal mit 
Ethylacetat ex-trahiert . Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, uber 
•Natriumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol, 85 : 15). 

Ausbeute: 11 mg (52 %) 

R P (Dichlormethan/Methanol, 85 : 15): 0.92 

IR (Film) : * = 3438 (s, br, Sch) , 2971 (vs, br, Sch) , 

1703 (vs), 1507 (m), 1460 (s, Sch), 1383 
(m, Sch) , 1254 (w) , 1190 (w, br, Sch) , 
1011 (w, br, Sch), 856 (w, br) , 729 (s) 
cm" 1 . 

* 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 423 (0.1 [M*] ) , 323 (4), 163 (89), 

140 (100) , 85 (31) , 57 (67) . 

H9chavfl3?Unq? C m H 37 0 4 NS ber.: 423.2443 far [*T] 

gef . : 423.2410 



Verblndung 7b i 

5 mg (0.009 mmol) 7-O-Acetyl-epothilqn werden in 1 ml Methanol 
geltfst, mit 200 ill einer ammoniakalischen Methanol ldsung (2 
mmol NHj/ml Methanol) versetzt und zwei Tage bei 50 °C geruhrt. 
Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel izn Vakuum entfernt. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Toluol /Me thanol, 90 : «10) . 

Ausbeute: 3 mg (59 %) 

R f miehlomethan7Math»n Q l. 90 : 10): 0.63 

IR (Film) ; 7 a 3441 <m, b, Sch), 2946 (s, Sch), 1732 

(vs), 1600 (w) , 14S1 (m) , 137S (m) , 1246 
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UV (Methanol ) • 



Hochauf losuna: 



(s, b, Sch) , 1013 (m, b, Sch) cm" 1 



Km* S l <3 £ > 3 211 (3.75), 2.47 (3.59) 



nm 



MS (20/70 »vi ■ ra /e (%) = 



C„H t5 0 8 NS 



557 (1 [IT]}. 465 (4), 422 
333 (5), 194 (5), 182 (7), 
(55), 164 (17), 140 (100), 
(10), 71 (22), 43 (27). 

ber. : 567.2366 fxir [M*] 
gef.: 567.2349 



(7) 
163 

.97 



t 
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PatentansprQche 



1. Epothi londer i vat der Forme! 1 



24 




25 



wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl; H 1 , R 2 = H, Ci- bis Ca-Alkyl, 
Ct- bis C t-Acyl -Benzoyl , Ct- bis C4-Trialkylsi lyl . Benzyl, 
Phenyl. Ci- bis C«-Alkoxy-. Ct-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubstltulertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettlgs Oder verzweigte Reste handelt. und X und Y 
entweder glelch Oder verschieden sind und jewells fur 
Halogen. OH. 0-(Ci- bis CO-Acyl . 0-(Ci- bis C«)-Alkyl. 0- 
Benzoyl stehen. /. 



2. Epothllonderivat der Forme! 2 




wobei R = H, Cr bis Ci-Alkyl ; Rt, R 2 , R* = H, Ci- bis Ce- 
Alkyl, Ci- bis Ca-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C4-Trialkylsi lyl , 
Benzyl, Phenyl, Ci- bis C«-Alkoxy- t Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthal tenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt. 

3. Epothi londeri vat der Forme! 3 
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wobel R = H, C- bis C-Alkyl; Ri. R 2 a H> c ,_ bi g c ,. Alkyl 

Ci- bis C.-Acyl-Benzoyl. C- bis C-Tria.lky.lsi lyl , Benzyl 
Phenyl. C- bis Cs-Alkoxy-. Cs-Alkyl-. Hydroxy- und 
Halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl ; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Rests handel t , und x allgemein- 
■for -C(0)-, -C(S)-. -S(0)-, -CRiR*- und -SiR 2 - stent, wobei 
R, R 1 und R2 die Bedeutung hat wis oben angegeben. 

4. Epothilonderivat der Formal 4 




4 



wobei R = H. C- bis C-Alkyl; fli, R» s H, Ci- bis C«-Alkyl, 
Ci- bis C e-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C —Trial kyl si 1 yl , Benzyl. 
Phenyl. Ci- bis C«-Alkoxy-. Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Rests handel t, X Sauerstoff, 
NOR*. N-NR 4 R * , und n-nhconr 4 R ' bedeutet. wobei die Rests R.» 
bis R« die oben angegebene Bedeutung haben. 



5. Epothilonderivat der Forme 1 5 




5 
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wobei R = H. Ci- bis C4-Alky1; R», R* = H> Ci- bis Cs-Alkyl, 
Ci- bis Cs-Acyl-Benzoyl . Ci- bis C 4-Tri a.l ky.l si 1 yl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis Cs-Alkoxy-, Cs-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt, und X Wasserstoff , 
Ci- bis Cia-Alkyl, Ci- bis Cia-Acyl, Benzyl, Benzoyl und 
Cinnamoyl bedeutet. 



6. Epothi londeri vat der Formel 8 



wobei R s H, Ci- bis C4-Alkyl und R 1 = H, Ci- bis Ca-Alkyl, 
Ci- bis Ct-Acyl -Benzoyl . Ci- bis C*-Trialkylsi lyl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis Ct-Alkoxy-, Ci-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl 1st, und es sich bei 
den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige oder verzweigte Reste handelt. 
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7. Epothi londeri vat der Formel 7 




OR' 



7 



wobei R = H f Ct- bis C4-Alkyl und R 1 , R* = H, Ci- bis C«- 
Alkyl, Ci- bis C$-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C4-Trialkylsi 1 y 1 , 
Benzyl, Phenyl, Ci- bis Ca-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt. 



8. Mittel fQr den Pf lanzenschutz an der Landwi r tschaf t und 
Forstwi rtschaf t und/oder im Gartenbau, bestehend auseinent" 
oder mehreren der Verbindungen gem&a einem der vorangehenden 
AnsprQche Oder einer oder mehreren dieser Verbindungen neben 
einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
VerdQnnungsmi ttel (n) . 

9. Therapeutisches Mittel, insbesondere zum Einsatz als 
Cytostatikum, bestehend aus einer oder mehrerer der 
Verbindungen nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 7 
oder einer oder mehrerer der Verbindungen nach einem oder 
mehreren der AnsprQche 1 bis 7 neben einem oder mehreren 
ublichen Trager(n) und/oder VerdQnnungsmi ttel (n) . 



Zusammenf assung 

.Die vorliegende Erfindung betrifft Epothilonderivate und 
deren Verwendung. 
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Our reference: 7865 



EPOTH3LONE DEBIVATTVBS AND THEIR USE 

♦ 

The present invention concerns general epothflooe derivatives and their use for the prodnc- 
tion of drags. Especially, the present invention is concerned with the preparation of 
eppthflone derivatives according to the general Formulas 1 to 7 given below, as well as with 
their use for the production of therapeutic agents and agents for plant protection- 
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la the above Formulas 1 to 7 f the symbols have the following meanings: 

R = H, C M -aIkyl; 

R 1 . R 2 , R 2 , R 4 , R 5 - H. C^alkyl, 

C^acyl-benzoyl, 

C^Hrialkylsilyl. 

benzyl, 

phenyl, 

C^aUcoxy*, 

C r allcyl-, hydroxy and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
also, two of the groups R 1 to R 5 may be combined to form the grouping -(CHj),- with n ■ 1 
to 6 and the alkyl or acyl groups contained in the groups are either straight-chain or b ranched 
groups. 

In Formula 1. X and Y are either identical or different and can stand for halogens, OH, 0- 
(C,^)-acyl, (MCiJ-alkyl, O-benzoyl. 

In Formula 3, X generally stands for -C(0>. -C(S)-, -S(OK -CR'R 2 -, where R 1 and R 2 have 
die meaning given above and -SiR,-, where R has the meaning given above. 

In Formula 4. X stands for oxygen. NOR 3 . N-NR5R 5 , and N-NHCONR*R 5 , where the 
groups R 3 to R 5 have the meaning given above. 

In Formula 5. X stands for hydrogen, Cm-alkyl, C,., r acyl, benzyl, benzoyl and cinnamoyl. 

Compounds according to general Formula 1 are accessible starting from epothilone A and B, 
as well, as from their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by opening the 12,13-epoxide. 
When hydrogen halides are used for this purpose in a preferred nonaqueous solvent, the 
nalohydrins X-HalY = OHandY-OH, Y-Hilarc obtained. Protonk acids, for 
example, tohienenilfonk add and trifhioroacetic acid, lead to 12,13-diols in me presence of 
water and then these are acylated subsequently according to standard methods (for example, 
with carboxylic acid anhydrides and pyridine or triethylamine/DMAP) or are alkylated (alkyl 

5 
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halides and silver oxide). For this purpose, the 3- and 7-hydroxy groups can be protected 
temporarily as the formate (cleaved with NH*/MeOH) or p-methoxy benzyl ether (cleaved 
with DDQ). 

Compounds according to general Formula 2 are obtainable from epomilone A and B as weQ 
as from their 3*0- and/or 7-O-protected derivatives by reduction, for example, with NtBH« 
in methanol. If the 3 -OH and/or 7-OH groups are protected reveraibly during this process, 
after acylation or aDcylation, and removal of the protecting groups, 5-O-monosubstiujted, 3,5- 
or 5,7=0=disubstituied derivatives according to general Formula 2 can be obtained. 

♦ 

Reactions of epomilone A and B with bifunctional elcctropbilic reagents, such as (tbio)pbos- 
gene, (tmo)carbonyldimidazole [sic], thionyl chloride or diaflcylsilyl dichlorides or bistrifiates 

■ 

give compounds having general Formula 3. The bases used as aids here can be pyridine, 
crialxylamine. optionally together with DMAP or 2,6-lutidine in an aprotic solvem. The 3,7- 
acetals having general Formula 3 are formed by txansacetalization, for example, of dimethyl- 
acetals, in the presence of an acidic catalyst. 

Compounds according to general Formula 4, obtained from epothflone A and B or from 
their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by ozonolysis and reductive processing, far 
example, with dimethyl sulfide. The C-16 ketones can men be converted to die oximes, 
hydrazones or semicarbazones according to standard methods known to the expert in the 
field. Furthermore, they are converted into C-167C-17 olefins by the Whtig, Wittig-Homer, 
Julia or Petersen olefmaoon method. 

The 16- hydroxy derivatives urnrlmg to general Formula 5 are obtainable by reduction of 
the C-16 keto group, for example, with afriiwtinn hydride or borohydride. When the 3-OH 
and 7-OH groups are protected correspondingly, they can be acylated or alkylated selective- - 
ly. The liberation of the 3-OH- and 7-OH groups is done, for example, with NHj/MeOH m 
the case of O-formyl and with DDQ in the case of O-p-memoxybenzyL 

The compounds having general Formula 6 are obtained from derivatives of epothflone A and 
B in which the 7-OH group is protected by acyl or ether groups, in which the 3-OH group 
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is, for example, fonnylated, mesylated or tosylated and then eliminated by treatment with a 
base, for example, DBU. Hie 7-OH group can be liberated as described above. 

V 

Compounds having general Formula 7 are obtained from epothilone A and B or from their 
3 -OH- and 7-OH-protecced derivatives by basic hydrolysis, for example, with NaOH in 
MeOH. After protection of the 19-OH group, the carboryl group can be converted to the 
ester by alkylation with diazoalkanes. 

Furthermore, the invention is concerned with means for plant protection in agriculture, 
forestry and/or gardening, consisting of one or several of the epothilone derivatives described 
above or consisting of one or several of the epothilone derivatives described above in 
addition to one or several of the usual carriers) and/or diluents). 

Finally, the invention is concerned wim therapeutic agents, consisting of one or several of 
the compounds listed above or of one or several of the compounds listed above in addition to 
one or several of the usual carriers) and/or dfluent(s). These agents can exhibit especially 
cytotoxic activities and/or cause immune suppression, so that they can especially preferably 
be used as cytostatic agents. 

The invention is explained further and described by the description of a few sele ct ed practical 
examples. 

Examples 

Translator's note: In the infrared spectra in the examples, the general English abbrevi- 
ations are used, s, m, w, vs, b, etc, except for Sen = shoulder and ny = f (no) 
Also, the abbreviation Ig stands for log. 
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* * 

Compound la 

20 nag (0.041 mmole) of epothilone A is dissolved m 1 mL of acetone, with 50 fiL (0.649 
nnnole) of trifluoroac etic acid is added and tbe mixture is stirred overnight at 50*C. For 
work-up. tbe reaction mixture is treated with 1 Mpfl 7 phosphate buffer and the aqueous 
phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed 
with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is 
removed. The pu rifi c atio n of the crude product is done with the aid of preparative layer- 
chromatography (solvent: dichloromcthaac/acetooe, 85: 15). 

Yield: 4 mg (19%) isomer I 
4 mg (19%) isomer II 

Isomer I 

IB IZUml »••••••' 9 • 3440 <a» h,.rfeh), 2946 («, Sch), 1734 

<V«) . 1686 1456 (a), 1375 (w) . 1256 

(a, Sch)/ 1190 (w, b. Sch), 1071 (m, 
Sch) t , r ,S84 (W^. 735 (w) aa- 1 . 

MS f 20/70 ■ 'iV»> • m/«{%) «^^:V4^ny?«i6r),- 394 (47), 306 

(32), ,206 (30). 181 (40), 166 
v ■ '■ Z*m0il&9 (100), 113 (19), 71 

- '^Mfoiia (24.)/ 43. (24). 

High BapJntiao; C>AANS calculated: 493.2498 for [M-HjO]* 

fount 493.2478 
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: 0.22 



9 s 



3484 {», b, S£i), 2942 (ve, Sch) , 1727 
(vs), 15tp^iir^:14SS (a), 1330 (ra) , 1265 
(s)» :^0V(w)gui06J: (a). 97S (v) , cm* 1 . 




ra/e (%) 



• i 



491 ■(ajteJK-HjOp , 394 (12), 306 
(>6)V?2|fi (37) , 181 (63), 166 (99), 

, 113 (21), 71 (23). 57 
(28). 



123 (1 




High resolution: CAANS calculated: 493.2498 for [M-H,Or 



found; 



493.2475 



Compound lb 

Epothilone A, 55 mg (0.111 mmole). is dissolved in 0.5 mL of tetrahydrofuran, 0.5 mL of 1 
N hydrochloric acid is added and the misuse is stored for 30 minum at room temperature. 
Then 1 N phosphate buffer of pH 7 is added and die aqueous phase is extracted four tunes 
with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium chloride 
solution, dried over sodium sulfate aod the solvent is removed. The purification of the crude 
product is done with the aid of preparative layer chromatography (solvent: dichloro- 
mcthanc/mcthanol , 90:10). 



Yield lc: 19 mg (32%). 



i 



i 



9 



« 



f 

r 



t 
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1. 90:10) : 0.46 



v» 3441 fer«-Sch), 2948 (s. Sen), 1725 
(vi, Schft i1l62 (m)'. 1381 (w) , 1265 (m) . 
US 4 (wtiiJ^iC Wvbr,..Sch) cm' 1 . 

• • • t • • 



tmtii&al) 1 1 Xj (lgV€i>-i^3i.2^; 248. (4.11) r». 
?ft/7fr •VV- ; m/« (*>' «. : t'i2Sf^&J[li ; .].)t 494; (10) , 342 (38), 

.•• io>u$jj:r, .194; mi. 164 aoo), 140 

Oil, &13 (IS) , 57 (16) . 



High Tesofatfon: CmILACINS 



calculated: 
found; 



529.2263 for [M + ], 
529.2280 



Compound lc 

12-Chloro-13-lrydroxy<pothilone A (lb), 25 mg (0;047 mrnole), is dissolved in 1 mL of 
diebloromethane, and then 29 mg (0.235 mrnole) of dimethylanunopyriojne, 151 uL (1.081 

■ » 

mrnole) of txiethy limine and 20 uL (0.517 mrnole) of 98% formic acid axe added. Toe 
reaction mixture is cooled win ice/sodium chloride. After reaching -15"C, 40 uL (0.423 
mrnole) of acetic anhydride is added to the reaction mixmre, followed by stirring for 70 
minutes at -15*C. Since the thin-layer chromamgram did not show complete conversion, 
a noth er 6 mg (0.047 mrnole) of dimemylimmopytidjne, 7 uL (0.047 mrnole) of triethyl- 
amine. 2 pL of 98% formic acid (0.047 mrnole) and 4 mL (0.047 mrnole) of acetic anhydride 
are ***** to the reaction mixture, followed by stismg for 60 minutes. 

For work-tip. the reaction mixmre is heated to room temperature, 1 M phosphate buffer with 
pH 7 is added and the aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The 
coabmod orgasm phases are washed whh lamrated sodium chloride solution, dried over 

• •* * 

sodium sulfate and the solvent la removed.' 

The purification of the crude product is dona with me aid of preparative layer chromatogra- 
phy (solvent: dichloron*mane/acemne, 90c 10). 
Yield: 5 mg (18%). 

10 . 
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Compound lc 




: 0.67 




• ■ 3497 bi ScW . 2940 (■, b, Sen) , 1725 

(vs), u$i "(»;: sch) , 1379 (a), 1255 

(•) , 1253V If ) ,-1175 (vs) . 972 (a, b. 
Sen), T»f. \eW* 

... • 
.. . 

MS (20/70 eV» t m/o (%) » 6i3 (9 ! flfl ) , 567 (43), 472 (63), 

... 

3 S3 (23>v 352 (21), 164 (100), 
t»-.13it> 96 (3D, 69 (17), 44 

* * - ; • j l 

• * 

High remhirion: CJUOJISO. CllcuMoo: 613.2112 for [M + ] 

found: 613.2131 

* 

Compound Id 

10 mg (0.020 mmole) of Epothiloi* B is dissolved is 0.5 mL of tetrshydrofuran, then 0.5 
mL of 1 N hydrochloric add is added and the mixture stirred for 30 minutes at room 
temperature. Then 1 M phosphite buffer at pH 7 is added and the aqueous phase is 
extracted 4 times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated 
sodiu m chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. 

The purification of the crude product is done with the aid of preparative layer chromatogra- 
phy (solvent: dichlorometbine/aceune, 85:15)* 
Yield: lmg(9%) 



* 
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Be (Dichlorometfaane/acetooe. 85:15) : 0.38 



US f2?HQ «V1; 



m/e (%) ... SUe. t3 pHTl ) , 507 (14), 320 (19), 

. .-2Uiim, 194 (17), 182 (23), 164 
( 100 140 (22); 113 (14), 71 

(ui. • 




CnHoOcNSQ 



calcula 
found: 



d: 543.2421 for [M + l 
543.2405 



Compound 2a • 

^n^^^Sn^^S»8l^em^p^S^^py ^S^B^SSlBSt»^P^PJ ^■tw^py 

EpocfaOooe A, 100 mg (0.203 mmote), is dissolved in 4 mL of tetxihydrofuran/1 M phot- 

■ ■ • » . » 

phate buffo, pH 7 (1:1) and sodium borohydride (150 mg - 3.965 mmole) is added until 
the tain-layer chromatogram shows thst the starting material reacted completely. Then die 
mixture is diluted with 1 M phosphate buffer, pH 7 and me aqueous phase is extracted four 
times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
cnioride solution, dried over sodium sulfate and me solvent is removed. 



The purification of the crude product is done by silica gel chromatography (solvere: 
dichloromethane/acetoDe, 95:5 - in 5 steps to dichlcnmiethane/acetone, 85:15). 
Yield: (20%) 



i. 
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: 0.27 i 



B LgilabS- : -9 • 34« M**>. #&) , 2965 (va, Seh) , 1734 

1264 feYbV&sh), 1184 (a, b f Sea), 1059 
(»> Sch)v ; ; 96tf ;(3) ; 885 (w) , 737 (m) cm" 



1 ' •«!»•",**.*• jC 



M3 (30/70 qY) ; m/e (%) = ; 495 "'(6v.i (IT 1), 477 (8), 452 (12), 

39.4;^; 364 1 : U6) v 306 (49), 194 
(l9jV 178 (35), 154 (100), 140 

flgh TMotarion ; CA»0«NS calculated:; 493.2655 for [M*l 

found: 495.2623 



Compound 3a-d (*d are stereoisomers) ■•» 

Epothilone, 100 mg (0.203 mmole) is dissolved in 3 mL of pyridine, with 50 pL (0.686 

" ■ ■ - * 

mmo le) of thionyl chloride added and the mixture is' stirred for 15 minutes at room tempera- 
one. Then. 1 M phosphate buffer, pfi 7, is addedtsd the aqueous phase is esmaeted four 
times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution, dried over sodium sulfite and the solvent is removed. The purification of 
me crude product and separation of the four stereoisomers 3a-d is done with the aid of 
preparative layer chromatography (solvent: toluene/methancl. 90:10). 

» 

Compound 3a 

Yield : 4mg(12«) 



• , . 

•• • 

» 
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IB t£UmU 



2961 (my b, Sch) ,, 1742 (vrtf. 1701 (vg), 
1465 (m, ithi. 1389 (a, Sch) . 1238 (s, 
Sch), 1210 (vi/.Sch), 1011 (g, Sch), 957 
(g, b, Scfc),,JMM», Sch), 768 (g, Sch) 



MS f2o/70 iV) ; 



X., (ig f). s 210 (4.50) , 248 (4.35) run. 

... 

m/e (%) » 539 (40 [It]). 4S7 (22), 362 (16), 

316: (27) , 222 (30), 178 (30), 164 
U00)i*453i (43), 96 (38), 69 (29), 



5$ (28i!i 43 (20) 



High resolution: CasHrANS, calculi 



539.2011 for [M + ] 



Compound 3b 

Yield : 14mg(13%) 






: 0.44 



•« * . 



« 2963 (a. br, Sdh), 1740 (Vt) , 1703 («), 
1510 (w) ri ,V464 *(*, br, ScW . 1389 (m. Sch), 
1240 .C*«^fcr> #W. U42 (a), 1076 (w) , 1037 
(v>, 1001'.(pKcv945 (ft, : br. Sch), 806 (m, 
Sch) , 775 in (»). «•», 
1^ ( ig «)>2il?ij4.16),;2S0 (4.08) am. 



"(151, 178 (321, 184 (100), 151 

(33), • 125 (it*. I" «1S), 96 
(39)»V$i 64 (58), 57 (42), 

42 
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cslculiled: 
found: 
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539.20X1 for [M*] 
S39. 1998 



Compound 3c 
Yield : 4 mg (4%) 



H ftohiene/i 



[LSQlIGI: 0.38 




• - 



i • • 




¥•'. ' s ?Mm^&* 3 ^(22) , SOS (53} , 



224 im<aWL^;Mt' aOQi. 151 (41). 96 
(25), ai^r 5SJ«).J5 : (25) ( 41 (25): 



High resolution: CmHhO^S, oilnilit c ri; 

found: 



$39.2011 for [Mi 
539.2001 



Yield : lmg(l%) 




L2Q00J: 0.33 




f — 



- > 




[Jf^322 (35)^306 (51). 

izmiti +. (ioo) , i5i 

^i6)V JP$: (31) ; 81 (26), 69 (34), 

55 (331^: 4i:;{35). 



St?*' 



found: 



539.2011 for [M + ] 
539.1997 



15 



DB 195 42 986*9 

■ 

Compound 4s 

Epothilone A, 10 mg (0.020 mmole). is dissolved in 2 mL of dichloromethane, cooled to 
-70°C and then treated with ozone for 5 minutes until a weak bine coloration develops. Hie 
resulting reaction mixture is then treated with 0.5 mL of dimethyl sulfide and heated to room 
temperature. In the work-up, the solvent is removed from the reaction mixture and finally 
the product is purified with preparative layer chromatography (solvent: dichloromethane/ace- 
tone/methanoi, 83:10:5). 
yield : 5mg(64%) 




IB (mm) i 





&5V..0.61 



9 « 3468 (», bxv.Sch).. 2947 (»,. br, Sch) , 

1734 (ve. Sci) , 1458 (w). 1380 (w) ,1267 
lv), 11S7 (W)V 1080 (v), 982 (w) cm" 1 . 




(3.53) na. 



»/• (%) » : 338. t?:;tlTl) i 380 (4), 267 (14) . 

til ipi. 211.(20), 193 (26), 171 
(34V f :^39 (3.4)=, ui (40),. 96 
(100) U 71 (48), 43 (50). 



High resol 



CuH m Ot calculated: 

found: 



398.2305 for 
398.2295 



Co mpound 6a 

3 , 7-Di-O-f onnyl<pothilone A, 10 mg (0.018 mmole). is dissolved in 1 mL of dichlotometh- 
ane. 27 mL (0.180 mmole) of 1.8^uiablBycto(5.4.0hmdeo.7-ei« (DBU) is added and me 

* 

mixture stirred at room temperature for 60 minutes. 



For work-up. the reaction mixture is treated with 1 M sodhtm dihydrogen phosphate buffer, 
pH 4.5. and the aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic phases are washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate 
and the solvent is removed. 
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After elimination of the solvent, the resulting erode product is dissolved in 1 mL of metha- 
nol, treated with 200 jiL of amnion iara I methanol solution (2 mmole of NiymL of metha- 

s 

nol) and stirred overnight at room temperature. For work-up, the solvent is removed in 



Yield.: 4mg(22%) 






; 0.46 

344S ^br^Jch), 2350 (va, br, Sch) , 



1466 (a, Sch), 



1717 V CVSV S'm- t 16,44 (w) t 
1370 '(to. SeM.i 126? (*, br, Sch), 1179 



(«,: Sci)i,: Va¥ (a. Sch) , 860 (w) , 733 (a) 




a/a (%) 



(la €)' • 21#'M.16) na. 

C J • • * 4* V ' * 

V mjj* ItC}), 380 (21), 322 (37), 
^.%8> : ;lm, 304; (66), 178 (31), 156 
rdWifeiSl (29)» 1«0 (19), 96 
• (SSufii <20>, S7 (26). 



ffigfa resolution: C^HjANS 



calculated: 
found: 



475.2392 for (M + ] 
475.2384 



Compound 6b 

3 J-Di-O-fozmyl-epolhilone A, 50 mg (0.091 mmole), is dissolved in 1 mL of fficMoroeth- 
ane. 2 mL (0.013 mole) of l.^dlazabkycto[5.4.(a^ (DBU) is sdded and the 
mixmre stirred for 12 boon sx 90*C. 



e reaction mixture is treated with 1 M sodium duydrogen phosphate buffer, 
aqueous phase extracted four times with ethyl acetate. The combined 



ftjMMftaB4«6.) 

■ 
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For work-up, the reaction mixture is treated with I M sodium dihydrogeu phosphate 
pH 4.5. and the aqueous phase extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic phases are washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium 
and the solvent removed. 



The purification of the crude product, which consists of two compounds, is done 
of preparative layer chromatography (solvent: dichloromethane/acetone, 90:10). 
XieJd: 7mg(15%) 



Substance code 





Mg '20/70 



: 0.61 



v • 2951 Cai- br;-4^ch) ;.-i723-{vi), 1644 (w, 

^lw/^^:i^|:'(W^;.1377'-.(w)-, 1271 (a, 
br, Sjchfe': !!^ .987 (a, br, Sen), 
73S (w, brv Sen) cm^. 

JL. (lfl e) « 210 T4U4) na. 

a/a (%) •:-503: {«# [If]).. 408 (58), 390 (32), 

374 (2S), 31S- (34), 220 (21), 206 
(27), i94 (20), 181 (33), 164 
" (100) , , 151 (34), 139 (28), 113 
(20), i< (82), 81 (33), 67 (24), 



calculated: 
found: 




43 (22). 

. 

.2342 for [M 
.2303 



Compound 6e 

3.7-Di-0-scetyl<poCbil09J, 5 mg (0.009 mmole>, - fe dissolved in 1 mL of methanol, 
of an smaoniacal methanol solution (2 maolo of HBJmL of methanol) is added an 
stirred overnight at SO'C. 
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For work-up , the solvent is removed in vacuum and the erode product is purified with the aid 
of preparative layer chromatography (solvent: tokjeney methanol, 90:10). 



Yield : 3 mg (67%) 




: 0.55 



™ /Piin.), v « 2934 (fr b f : |ejh). 17X9 (v», b, Sea). 

^.l2arriw'j^|jlcW.:-.U79 (a, Sch), 1020 

(a), 963 (avASch) 737 (ve) cm' 1 . 

• • • . • 



m mattaafliij (ig o > : 210: u.33) r». 

ms f2Q/7Q «vi ? m/e (%>.- ;^7;;(>i llTl). «2 (S3), 318 

.(3i)VJl34 (20), 181 (34), 166 
J ^lb0V| i51 (31) i 96 (96), 81 

(27V/: 55 (29),. 43 (69) 



High TMohtfjon: CH^OsNS calrutotnrt- 517.2498 for [M*l 

found: 517.2492 

* 

Compound 7a 

EpothUone. 20 mg (0.041 mmole). is dissolved in Q.5 mL of methanol, 0.5 mL of 1 N 
aodnmi hydroxide is added and the mixture stirred for 5 mitmtes at room temperature. 

* 

■ 

For work-up. the reaction mixture is treated with 1 M phosphate buffer, pH 7, and the 
aqueous phase is extracted four ttoee wh> ethyl acetate. The combined organic phases are 
wished with aspi rated todhun chloride solution, dned over sodium sulfate and the solvent i 
removed. The purification of the crude premtt is- to with tto 
chromatography. (Solvent: didtoramdhane/metn^ 

Yield: Umg(52%) 
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MS f2Q/70 



resolution: C^OJIS 



: 0.92 



3438 ba\.f^h),; 2971 (ve, br, Seh) , 
1703 (W, ifft (n), 1460 (s, Sch), 1383 



(m, SehH,. 12j|4 (w):,.. U90 (w, br. Sch). 
1011 (vr # - br; Sch) , ; 866 (w, br), 729 (9) 



ri 



v ■ 



n/e (%>: = 423: (0.1. [IT]). 323 (4), 168 (89). 

14fl U0&, 85 (31). 57 (67) . 



catenated: 
found: 



423.2443 for [M*] 
423.2410 



Compound 7b 

S mg (0.009 mmole) of 7-O-acetyl-^oothflone is dnsiolved in 1 mL of methanol 200 uL ol 

. ■ 

an ammomacal methanol solution (2 mmok of NHe/mL of methanol) is added and the 

• • ■ 

mixture if stirred for 2 days at 50"C. For work-up, the solvent is removed in vacuum. T 
purification of the crude product ia done with the aid of preparative layer chromatography 

(solvent: tohiene/methanol, 90:10). 



YiaWL- 3 mg (59%) 






ff|aj*j TW* 1 "**"" CjAANS calculated: 



LSQilPi: . ,. r/ . 
9 • 3441 (a, b, Sch). 2946 (a. Sch), 1732 

(v») , 1600 (yh 1451 (at). 1375 (m), 1246 

(a. bf-Sci)Jl013 : (a, b, Seh) cm' 1 . 
(Iff e);||il^^7Sj; 247 (3.59) nm. 

5^ ii CK-3). 465 (4), 422 (7). 
386 (%), 194 (5), 182 (7), 168 
(65) , :*64 (17). 140 (100), 
(10) ^11 (22). 43 (27). 
567.2866 for [M*l 
found: 507.2349 



my* (%) 



97 
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Patent Claims 

1. Epothilone derivative having Formula 1 




♦ 

where R - H. (Valkyl; R\ !P « H, Cw*&yi, Cw-aeyl, besseyl. C M -ttialkyliayl. 
benzyl, phenyl, Cu- ataxy, (Vaixyk hydroxy- tnld halogen-substituted benzyl or phenyl; 
and the attyl and acy 1 groups in these groops are strtigta<hain or branched groups and X 
and Y are either the sane or different and stand for halogen, OH, 0-{C, J-acyl, CHCi^-aflcyl 
or O-benzoyt)- 




21 



DB 195 42 986.9 



2. Epothilone derivative having foramla. 2 



r i 





••v g* 



when R = H. C M -afcyl; R». R'. R* - H. C^alkyL C^acyL benzoyl. Ct^rialkyltOyl. 
benzyl, phenyl, Q^-aDcoxy-, Q-aflcyl-, hydroxy- tod hilogen-substinned benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained In these groups axe straight-chain or branched groups. 



3. Epothilone derivative according to formula 3 




• • « 



where R * H. Chalky!; *». R a - H. Cu-alkyl. benzoyl, Q^-oiattylsflyU 

benzyl, phenyl. C«-aikDxy-, C-alkyK hydro**-, and halogen-substituted benzyl and phenyl; 

•• 22 •• 
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the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or brsnched groups and 
X stands generally for -C(0>, -C(S)-, -S(0>-. -CR l R l - and -StRr. where R. R l and R* have 

■ 

the meaning given above. 

4. Epothttone derivative according to fonnula 4 




where R » H. Q^-alkyl; R 1 , R a , R?, R 4 , R? ■ H, Curalkyl, Cj^-acyl, benzoyl, C M - 
triaDcylsilyl. benzyl, phenyl, C^altoxy-. CrattyV. hydroxy- and halogen-substituted benzyl 
or phenyl! die alkyl asy! groups eaaiaAimA m the» a grospi sre sffsisfat-chsis or branched 
groups: X stands for oxygen. NOR 1 , N-NRfR*. anil N-NHCONR*R 5 , where the groups R s to 

• • ■ 

R J have the meaning given above. 

5. Epothilone derivative having formula 5 
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where R - H. C M -alkyl; R l , R* • H, C^-alkyl, G^-acyi, benzoyl. C M -triattylsOyl. 
benzyl, phenyl, C,^-alkoxy-, CValkyk hydroxy- and halogeo-subsotuted benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups axe straight-chain or branched groups and 
X stands for hydrogen, C wr aDcyl, C 1 . tg -aeyl, benzyl, benzoyl and cinnamoyl. 



6. Epottrilonc derivative according to formla 6 




ML 



I I • * SP% I ■ • ♦ • 

. • , f» •• • « 



N 





•• • • • . • j • a. ■ jt; *. 



i 



< 



in which R - H. Cu-attyl and R 1 - H. C^alkyJ, Cu-ecyU benzoyl, C 1-r trialkyliflyl. 
benzyl, phenyl* C 14 -alkoxy-. Cralkyl-. hydroxy- and halogexwubstiiuted benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are itraight-chain or branched groups. 



7. EpodnTone derivative according to romnla 7 



if 
• *. 
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in which R = H, C M -alkyl; and R 1 . R 2 , = H. Cw-alkyl, C.^-acyl, benzoyl, C M -trialkyls- 
ilyl, benzyl, phenyl, C,^-aHcoxy-, Chalky 1-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or 
phenyl; the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or b ranched 
groups. 

8. Means for plant protection in agriculture and forestry and/or in gardening, consisting 
of one or several of die compounds according to one of the previous Claims, or according to 
one or several of these compounds together with one or several usual carriers) and/or 
dihient(s). 

9. Therapeutic agent, especially for use as cytostatic agent, consisting of one or several 
of the compounds according to one or several of Claims 1 to 7, or one or several compounds 
according to one or several of Claims 1 to 7 together with one or several of the usual 
carriers) and/or diluenr(s). 



Summary 

The present invention is concerned with gp«tiiirni* derivatives and their application. 
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